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Vyvoj sondy pro rutinni detekci amplifikace genu PPM1D v klinickych vzrorcich karcinomu prsu

Amplifikace genu PPM1D na chromozomalnim lokusu 17923.2 je pfitomna v pfiblizné 10 % nadord prsu a v mensi
mite i v dalSich typech nadorl. Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze amplifikace PPM1D kodujiciho protein fosfatazu WIP1
ovliviiuje citlivost nadorovych bunék k chemoterapii a miZe sniZovat Gcinek doxorubicinu. V experimentalnich
podminkach vede inhibice WIP1 fosfatazy ke zvySeni ucinnosti chemoterapie v p53 pozitivnich nadorech. Stanoveni
amplifikace PPM1D se béhem vyhodnoceni histologického materialu patologem zatim rutinné neprovadi predevsim
vzhledem k malému mnozstvi dostupnych klinickych studii a vysokym pofizovacim naklad{im na vhodnou probu. Na
Ustavu molekularni genetiky AV CR v.v.i. byl optimalizovan protokol pro pfipravu sondy vhodnou pro detekci
amplifikace PPM1D metodou FISH.

Pro pfipravu sondy byl pouzit bakterialni arteficidlni chromosom (BAC) obsahujici lidsky gen PPM1D, jehoz celistvost
byla prokdzana pomoci PCR (Obr. 1). Pro ziskani velkého mnozstvi sondy jsme amplifikovali BAC obsahujici PPM1D
pomoci ®29 polymerazy, ktera umoznila zvysit vytézek pfiblizné o dva fady. V dalSim kroku byla BAC DNA Stépena
DNAasou na fragmenty dlouhé pfiblizné 500 bazi (Obr. 2). Nasledné byly fragmenty DNA znaceny rGznymi
fluorescencnimi nukleotidy pomoci DNA Polymerdzy I. Po precisténi a blokaci nespecifické reakce byla PPM1D proba
hybridizovadna se zafixovanymi bufikami o znamém poctu kopii genu PPM1D a detekovdna pomoci fluorescenéni
mikroskopie (Obr. 3). Optimalizovany byly predevsim rGzné znacené nukleotidy, koncentrace enzymd, inkubaéni
Casy a hybridizacni podminky. Jako kontrolni probu jsme pouzili znaceny PCR fragment hybridizujici se satelitni
oblasti chromozomu 17. V diploidnich retinalnich epitelidlnich burikach a BJ fibroblastech byly detekovany dvé kopie
genu PPM1D, v aneuploidnich A375 a U20S burikach bylo detekovano ocekavanych tfi a Sest kopii genu PPM1D a
v MCF7 bunkach odvozenych od karcinomu prsu se znamou amplifikaci genu PPM1D bylo detekovano pfriblizné 12-
15 kopii genu PPM1D. Ve viech testovanych liniich byl pomoci této proby detekovan oéekavany signal odpovidajici
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Obr. 2. Fragmentace BAC pomoci DNAsy. Vétsina
- DNA migruje v optimalni velikosti 500 bp.
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Obr. 3. Reprezentativni obrazky znaceni bunék PPM1D sondou (zelena, ATTO-488). Na MCF7 burikach byl znacen i
chromosom 17 (Cervené, Taxas Red). Jadra jsou znaena modie pomoci DAPI.

Zavér: Testovani nové pripravené FISH sondy pro lidsky gen PPM1D na panelu bunécénych liniich karcinomu prsu a
kontrolnich diploidnich liniich prokazalo jeji spolehlivost pti detekci amplifikace lokusu 17g23.2. V pfipadé zajmu o
dalsi informace anebo zakoupeni neexklusivni licence na pripravu PPM1D sondy se obracejte na Centrum pro
Transfer Technologii, UMG AVCR, Videfiskd 1083, 14220 Praha 4, Tel. (420-241 063 227).



